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Morphological and Histochemical Research of the Rabbit Aorta with Experimental 
Cholesterol Atheromasia and Alloxan Diabetes 


Autorzy oceniali nasilenie rozwoju zmian morfologicznych powstałych pod 
wpływem diety miażdżycorodnej oraz cukrzycy alloksanowej w aorcie u królika. 
Największe zmiany morfologiczne, typowe dla tzw. „miażdżycy doświadczalnej , 
obserwowano u zwierząt otrzymujących dietę miażdżycorodną u których wywołano 
także cukrzycę alloksanową. Nieco mniejsze zmiany obserwowano u zwierząt prze- 
bywających tylko na diecie miażdżycorodnej. Wpływ samej cukrzycy alloksanowej 
ra rozwój miażdżycy doświadczalnej w badanym materiale był nieznaczny. 

Przedstawiona praca stanowi część morfologiczną badań nad zmianami zacho- 
dzącymi w ścianie naczyniowej pod wpływem czynników znanych jako przyśpiesza- 
jące miażdżycę naczyń, do których zaliczana jest także i cukrzyca. Prowadzone 
równolegle badania nad glikozoaminoglikanami, kolagenem i elastynem ściany na- 
czyniowej oraz zmianami humoralnymi w tych samych warunkach doświadczal- 
nych są przedmiotem osobnych doniesień (7, 10, 20). 


MATERIAŁ I METODYKA 


Badania prowadzono na 37 królikach podzielonych na 4 grupy doświadczalne: 
I — grupa kontrolna: II — grupa zwierząt, otrzymujących dietę miażdżycorodną 
(cholesterol w ilości 0,5 gikg c. wyjściowego przez okres 100 dni); III — grupa zwie- 
rząt, którym wstrzykiwano do żyły brzeżnej ucha 5% roztwór alloksanu w il. 
100 mg/kg c. wyjściowego zwierzęcia; IV — grupę stanowiły zwierzęta przebywa- 
jące na dięcie miażdżycorodnej, którym dodatkowo podawano alloksan (dawka i spo- 
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sób podania jw.). Alloksan podawano zwierzętom w 86 dniu doświadczenia (na dwa 
tygodnie przed jego planowanym zakończeniem). Szereg szczegółów metodycznych 
dotyczących sposobu przeprowadzania doświadczenia jest podany w innych pracach 
(7, 10, 20). 

Nasilenie zmian morfologicznych oceniano zarówno makroskopowo, jak mikros- 
kopowo. Makroskopowej oceny zmian w aorcie dokonywano natychmiast po jej 
wypreparowaniu i dokumentowano fotograficznie, Do badań mikroskopowych po- 
bierano poprzeczne wycinki z dolnej części aorty, zazwyczaj tuż powyżej jej podzia- 
łu na tt. biodrowe wspólne. Od każdego zwierzęcia pobierano cztery wycinki po 
ok. 1—2 mm szerokości do następujących płynów utrwalających: 1) 10% buforo- 
wana formalina 2) płyn Bakera, 3) chlorek cetylopirydyniowy, 4) płyn Genre’a. 
Skrawki parafinowe barwiono: a) hematoksyliną i eozyną, b) błękitem alcjanu wg 
Steedmana, c) met. p.a.S. wg Mc. Manus’a, d) p.a.S. z kontrolą diastazą, e) re- 
zorcyną-fuksyną wg Weigerta, f) Sudanem IV wg Daddi'ego, g) digitoniną wg 
Lison’a, h) wg met. Wachstein-Meisela w modyfikacji Vorbrota na ATP-azę. Do 
poszczególnych barwień pobierano wycinki z odpowiednich płynów utrwalających. 

Prócz wycinków z tętnicy głównej badano wycinki z wątroby, nerek, trzustki, 
śledziony, mięśnia sercowego i mięśni szkieletowych celem stwierdzenia rozwoju 
zmian zależnych bądź to od podawania alloksanu, bądź od hiperlipidemii i ustale- 
nia ew. korelacji tych ostatnich z nasileniem zmian w tętnicy głównej. Wycinki z 
wymienionych narządów barwiono wg czterech kolejnych barwień podanych 
uprzednio (a-d). Wycinki z wątroby i śledziony dodatkowo barwiono Sudanem IV, 
a wycinki z trzustki fuksyną aldehydową wg met. Gomoriego celem oceny komó- 
rek beta wysp Langerhansa. Preparaty oglądano w mikroskopie świetlnym używa- 
jąc powiększeń od 100—400X. 


WYNIKI BADAŃ 


Badania makroskopowe: w grupie kontrolnej (1) oraz w grupie zwie- 
rząt, które otrzymywały injekcje alloksanu (III) zmian makroskopowych 
nie stwierdzano. W grupach II i IV — zwierząt przebywających na diecie 
miażdżycorodnej (II) i otrzymujących dodatkowo injekcje alloksanu (IV) 
-— obserwowano zmiany w postaci szarawożółtawych, płaskowyniosłych 
plam, zgrubień i prążków w obrębie błony wewnętrznej aorty. Nasilenie 
zmian wśród zwierząt tych samych grup doświadczalnych było indywi- 
dualnie zmienne i zazwyczaj większe u zwierząt o większym ciężarze. 
Największe zmiany lokalizowały się w miejscach odejścia drobniejszych 
naczyń od aorty, głównie w obrębie jej łuku, stopniowo zmniejszając swe 
nasilenie w kierunku distalnym. Nasilenie zmian wśród zwierząt grup 
II i IV na ogół było podobne, choć wydaje się, że nieco rozleglejsze zmia- 
ny obserwowano u zwierząt grupy IV (ryc. 1—2). 

Badania mikroskopowe: w barwieniu hematoksyliną i eozyną aorty 
zwierząt doświadczalnych grup II i IV wykazywały różnego stopnia po- 
grubienie i obrzmienie błony wewnętrznej. Miejscami obserwowano pa- 
górkowate uniesienie i pogrubienie śródbłonka i odsunięcie go od błony 
elastycznej wewnętrznej przez bladoróżowo barwiącą się, homogenng 
substancję. Elementy mięśniowe ściany aorty u zwierząt tych grup do- 


Badania morfologiczne i histochemiczne aorty u królików... 159 


Ryc. 1. Nieznaczne nasilenie zmian Ryc. 2. Wybitnie wyrażone zmiany 
miażdżycowych. Gr. IV. Obraz makro- miażdżycowe. Gr. II. Obraz makrosko- 
skopowy powy 


świadczalnych (II i IV) były jakby napęczniałe, a ich cytoplazma barwi- 
ła się słabiej eozyną. U kilku zwierząt (gr. II i IV) obserwowano w 
ścianie aorty tuż pod śródbłonkiem, a także głębiej (lecz zawsze w 1/3 
wewnętrznej ściany) komórki dość różnokształtne o jasnej, piankowatej 
cytoplazmie z małym okrągłym jądrem i wyraźną na ogół błoną komór- 
kową (ryc. 3—6). W grupie I zmian mikroskopowych w barwieniu tym 
nie obserwowano. W grupie II niekiedy widoczne było nieznaczne 
obrzmienie śródbłonków, a także gorsza barwliwość komórek mięśni 
gładkich. 

W barwieniach wg met. paS i paS z diastazą wyraźniej były widocz- 
ne wyżej opisane przestrzenie podśródbłonkowe i komórki piankowate 
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(były one paS ujemne) — przez kontrast z elementami ściany tętnicy 
głównej barwiącymi się paS dodatnio. W grupach II i IV oraz w znacz- 
nie mniejszym stopniu w grupie III (w porównaniu z grupą kontrolną), 
struktura ściany aorty była częściowo zatarta, a poszczególne elementy 
wydawały się być pogrubiałe z powodu obrzęku. 


Ryc. 3. Nieznaczne nagromadzenie komórek piankowatych. Barwienie H+E. 
Powiększenie 100. Gr. IV 


Ryc. 4. Rozległe zmiany w obrębie błony wewnętrznej aorty. Liczne komórki 
piankowate. Barwienie H--E. Powiększenie 100X. Gr II 
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Barwienie rezorcyną-fuksyną pozwoliło ponownie wyraźnie dostrzec 
obrzęk podśródkłonkowy oraz śródścienny aorty. W porównaniu z grupą 
kontrolną, włókna elastyczne ściany naczyniowej były znacznie bardziej 
porozsuwane. Miejscami można było dostrzec ich skrócenie, większe po- 
falowanie i pęknięcia (ryc. 7—8). Podobnie jak w innych barwieniach 
wydaje się, że największe zmiany występowały u zwierząt gr. IV nie- 
znacznie tylko mniejsze w grupie II, natomiast wyraźnie mniejsze w 
grupie III (największe podobieństwo do grupy kontrolnej). 

W barwieniu błękitem alcjanu stwierdzano silniejsze, niebieskawe 
wybarwienie się Ściany aorty u zwierząt, u których obserwowano znacz- 
niejsze zmiany makroskopowe oraz mikroskopowe także i w innych bar- 
wieniach. Poza tym można było zauważyć tworzenie się jakby ,,jeziorek” 
barwiących się niebiesko, rozsuwających elementy elastyczne i mięśnio- 
we. Zmian takich nie zauważono u zwierząt kontrolnych. W badaniach 
kiochemicznych ściany aorty obserwowano zdecydowane zwiększenie 
liczby glikozoaminoglikanów szczególnie u zwierząt z cukrzycą alloksa- 
nową, przebywających także na diecie miażdżycorodnej, nieco mniejsze 
u zwierząt pozostających jedynie na diecie cholesterolowej. Bladonie- 
kieskawo wybarwiała się także wyżej opisywana homogenna substancja 
podśródbłonkowa oraz substancja wypełniające przestrzenie między ko- 
mórkami piankowatymi. 


Ryc. 5. Zmiany jak na ryc. 4. Pow. 400X. Komórki piankowate liczne, różnego 
kształtu i wielkości 


11 Annales, sectio D, t. XXIX 
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Ryc. 6. Pojedyncza komórka piankowata wynikająca głębiej w ścianę aorty. Dane jw. 


Barwienie Sudanem IV i digitoniną na obecność ciał tłuszczowatych 
i cholesterolu pozwoliło zaobserwować sudanochłonne złogi, które wystę- 
powały w różnym nasileniu u poszczególnych zwierząt. Zmiany te wystę- 
powały bądź w postaci drobnych kropelek, bądź większych, miejscami 
zlewających się ze sobą kropel, zlokalizowanych w obrębie śródbłonka lub 
też pod nim (ryc. 9—10). W grupie III występowały jedynie bardzo drob- 
ne kropelki sudanochłonne. Różnice obrazu mikroskopowego między tą 
grupą zwierząt doświadczalnych a grupą kontrolną były jednak najwy- 
raźniejsze w tych ostatnich barwieniach. W grupie II i IV nasilenie tego 
typu zmian korelowało z nasileniem zmian obserwowanych i w innych 
barwieniach. 


W barwieniu na obecność ATP-azy nie obserwowano znaczniejszych 
różnic między zwierzętami kontrolnymi a zwierzętami grup doświad- 
czalnych. 

W badanych dodatkowo narządach występujące zmiany można było 
podzielić na dwie grupy: a) zmiany zależne od toksycznego działania al- 
loksanu; b) zmiany zależne od czynników miażdżycorodnych. 


Ad. a) w przypadku stosowania alloksanu zmiany toksyczne wystę- 
powały wybiórczo w obrębie wysp Langerhansa trzustki. W naszym ma- 
teriale w grupach III i IV zwierząt doświadczalnych obserwowano mi- 
kroskopowo różną wielkość wysp Langerhansa, od małych składających 
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się z kilku komórek, do olbrzymich 2—4X większych niż u zwierząt 
kontrolnych. W barwieniu H--E zarówno w obrębie małych, jak i dużych 
wysp stwierdzaliśmy obecność szklistej, bladoróżowo barwiącej się sub- 
stancji zarówno na obwodzie wysp, jak i między ich komórkami. W bar- 
wieniu fuksyną aldehydową wg Gomoriego stwierdzano wśród zwierząt 


Ryc. 7. Nieznaczny obrzęk ściany (rozsunięcie włókien sprężystych). Barwienie re- 
zorcyną-fuksyną. Powiększenie 100X. Gr. III 


Ryc. 8. Pogrubienie, rozwarstwienie i nieregularny przebieg włókien sprężystych. 
tych, Gr. IV. Barwienie rezorcyną-fuksyną. Pow. 100% 
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gr. III i IV zmniejszanie się stosunku komórek 8B wysp Langerhansa (za- 
wierających czerwonofioletowe ziarnistości) do komórek jasnych bez 
ziarnistości. Stosunek ten w grupach I i II wynosił zazwyczaj 4:1, nato- 
miast w grupach III i IV 1:1 lub był mniejszy (1: 2). 

Ad. b) w narządach takich, jak: serce, nerki, i mięśnie szkieletowe 
zmiany dotyczyły głównie drobnych naczyń tętniczych, których ściana 
ulegała pogrubieniu i barwiła się intensywniej met. paS i paS z diastazą. 
Natomiast w wątrobie i śledzionie zmiany polegały na gromadzeniu ciał 
tłuszczowatych (różnego stopnia nasilenie zmian w barwieniu Sudanem 
IV) przez hepatocyty oraz komórki obwodu grudek śledzionowych i nie- 
kiedy komórki miazgi czerwonej śledziony. Nasilenie zmian naczynio- 
wych oraz stłuszczenia było w poszczególnych przypadkach różne i kore- 
lowało z nasileniem zmian w aorcie. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW 


Z patologii człowieka wiadomo, że cukrzyca jest jednym z czynników 
przyśpieszających i nasilających rozwój miażdżycy naczyń. Wg współ- 
czesnych danych w odniesieniu do patogenezy miażdżycy naczyń, zmiany 
zachodzące w ścianie naczyniowej, obok zaburzeń metabolizmu i trans- 
portu lipidów oraz zmian hemodynamicznych, mają mieć podstawowe 
znaczenie w aterogenezie (1, 2, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 18, 19, 22). W ba- 
daniach własnych największe zmiany obserwowano w grupach zwierząt 
przebywających na diecie miażdżycorodnej, które otrzymały injekcje al- 
loksanu. Stwierdzane zmiany tak makro-, jak i mikroskopowe były cha- 
rakterystyczne dla tzw. „miażdżycy doświadczalnej” (1, 2, 3, 4, 8, 19). 


Ryc. 9. Niewielkie zmiany drobnokropelkowe w obrębie intimy i podintimalne. 
Barwienie Sudanem IV. Powiększenie 100X. Gr. III 
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Ryc. 10. Rozległe, zlewające się zmiany widoczne w barwieniu Sudanem IV. 
Powiększenie 100X. Gr. IV 


Alloksan jako środek wybiórczo toksyczny dla komórek 8 wysp Lan- 
gerhansa trzustki jest często stosowany dla wywołania doświadczalnej 
cukrzycy (5, 6, 9, 17, 21, 24). Stosowanie alloksanu w naszym doświad- 
czeniu spowodowało wystąpienie typowych zmian biochemicznych w su- 
rowicy krwi (9, 14, 16, 17, 23) nie wpłynęło natomiast wyraźnie na wy- 
stąpienie znaczniejszych zmian morfologicznych w obrębie ściany tętnicy 
głównej obserwowanych przy pomocy wyżej opisanych metod. Podobnie 
nie udało się wykazać, by stosowanie alloksanu wzmagało w sposób istot- 
ny zmiany naczyniowe (miażdżycowe) u zwierząt przebywających na 
diecie miażdżycorodnej. 

Na podstawie przeprowadzonych badań morfologicznych ściany tęt- 
nicy głównej i innych narządów królika, po stosowaniu alloksanu i die- 
ty miażdżycorodnej w krótkotrwałym doświadczeniu wyprowadzono na- 
stępujące wnioski: 

1. Jednorazowe podanie alloksanu nie powoduje wystąpienia znaczniej- 
szych zmian morfologicznych w obrębie tętnicy głównej i innych tkanek 
królika, prócz specyficznego toksycznego działania na komórki 8 wysp 
Langerhansa trzustki. 

2. W badanym materiale stwierdzono morfologicznie uchwytne zmia- 
ny ilościowe i topograficzne mukopolisacharydów. Zmiany te najwyraz- 
niej występowały u zwierząt z cukrzycą alloksanową przebywających 
jednocześnie na diecie miażdżycorodnej. 
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PE3IOME 


fipeącTaBneHHaa paboTa aBnaeTca Mopqonornyeckow UacTkio uccnego- 
saHn/ MU3MEHEHnuh, NPOKCXOĄAĄLIMX B COCYĄMCTOM CTEHKE NOA BNUAHMEM pak- 
TOPOB, M3BECTHbIX KAK YCKOPAŁOLLIME CKNEPO3 COCYĄOB. YcuneHhe MOppono- 
TMUECKHX MZMEHEHHM, BO3HKKLLIMX Y KPONHKOB C ANNOKCAHOBbIM CAXADHbIM 
AnabeTtom, KOTOpble OĄHOBPEMEHHO HaXOĄMNMCE Ha gnere, cnocoÓcTByroień 
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cknepo3y, Óbino AOBONBHO 3HAUMTENBHbIM, HO TOMbKO HEMHOTO ÓONBLUIMM, 
yem YCHNEHME NOĄOGHbIX MZMEHEHUH Y WMBOTHbIX, KOTOPŁIE HaXOĄMIIKCE Ha 
xonecTepuHOBOŃ anete. Cam annNokcaHOBbihń caxapHbiń anabert (e KpaTKoBpe- 
M@HHOM Onbite) uMeeT Hebonbwoe BNuaHue Ha aTeporeHe3. 


SUMMARY 


The presented paper is the morphological part of studies on the alter- 
nations taking place in the vascular wall under the influence of elements 
which activate atherosclerosis. The intensification of morphological al- 
ternations arising in rabbits with alloxan diabetes, which were at the 
same time on a theromasia-inducing diet, were rather significant, but 
not much larger than the intensification of similar alternations in ani- 
mals remaining on a cholesterol diet only. Alloxan diabetes alone (in 
experiments of a short duration) has a small effect on arteriogenesis. 


EXPLANATION OF FIGURES 


Fig. 1. An insignificant intensification of atheromatous alternations. Group IV. 
Macroscopic picture. 

Fig. 2. Distinctly expressed athermatous alternations. Group II. Macroscopic 
picture. 

Fig. 3. An insignificant accumulation of foam cells. H+E staining. Enlargement 
100X. Group IV. 

Fig. 4. Extensive alternations in the internal membrane area of the aorta. Nu- 
merous foam cells. H+E staining. Enlargement 100X. Group II. 

Fig. 5. Alternations as in fig. 4. Enlargement 400X. Numerous foam cells of 
various shape and size. 

Fig. 6. Single foam cells penetrating deeper into the aorta wall. Data as above. 

Fig. 7. An insignificant swelling of the wall (the separation of elastic fibres). 
Resorcin-fuchsine staining. Enlargement 100X. Group III. 

Fig. 8. The thickening, stratification and irregular course of elastic fibres. 
Group IV. Recorcin-fuchsine staining. Enlargement 100X. 

Fig. 9. Small small-roplet alternations in the intima and under-intima area. 
Sudan IV staining. Enlargement 100X. Group III. 

Fig. 10. Extensive merging alternations visible in the Sudan IV staining. En- 
largement 100X. Group IV. 


